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摘　要 :运用农杆菌介导法将红树林耐盐相关基因 mangrin转入粳稻品种`日本晴’ 中 ,通过 GUS基因检测愈伤组
织转化率 ,确定农杆菌菌液浓度 OD600为 0. 5,浸染时间 30 min,共培养时间 3 d为最佳转化体系 ;经潮霉菌筛选 ,获得
抗性再生植株。通过 PC R扩增检测、 Southern blot分析和 GUS基因活性检测 ,结果表明 ,mangrin基因整合到再生
水稻的染色体 DN A上。耐盐性测定结果表明 ,转基因植株在 200 mmol /L NaCl胁迫下 ,成活率保持在 83. 3% ,株高
增长 20% ～ 40% ,mangrin基因能提高转基因水稻对盐胁迫的抗性。
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Abstract: Salt tolerance-rela ted genes in Bruguiera sexangula were transformed into Oryza sativa subsp.
japonica cv. Nipponbare, a keng-rice variety. The optimal system o f the transforma tion w as found by
detecting the callus-transforma tion ra te wi th GUS gene to be the one wi th the ag ro-bacterium
concentra tion set at O D600 0. 5, the infection time set at 30 minutes and the cul ture time set at 3 days and
then the regeneration plant lets w ere obtained by Hyg screening. mangrin gene w as integ ra ted in the DN A
o f the regeneration plant lets by PCR ampli fica tion, Southern blot ting and GUS gene activi ty detection. The
testing o f the salt tolerance indicated tha t under the st ress resulting f rom 200 mmol /L NaCl the t ransgenic
plants maintained a surviv al rate o f 83. 3% and increa sed their heights by 20%～ 40% and thus mangrin
gene could raise the resistance of the transformed rice to sal t stress.












质 ,这个蛋白质为丙二烯氧化物环氧化酶 ( allene
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oxide cyclase, AOC)的同系物。 mangrin基因的耐
盐特性可能与其蛋白中有一个从 16位至 86位的 70
个氨基酸功能区域有关。本研究从红树林海莲中提
出耐盐相关基因 mangrin ,运用生物技术 ,将其转入
自然条件下不耐盐的水稻品种`日本晴’ (Oryza
sativa L. ssp. japonica )中 ,检验转基因植物的耐盐












Fig. 1　 Th e st ructure o f mangrin gene
1. 2　培养基类型
诱导培养基为 MS+ 2 mg /L 2, 4-D;继代培养
基 MB[ 3]+ 2 mg /L 2, 4-D;共培养培养基为 MS+ 4
mg /L 2, 4-D+ 100μmo l /L AS;筛选培养基为 NB
[ 4]
+ 2 mg /L 2, 4-D+ 500 mg /L Cb+ 100 mg /L Hyg;
预分化培养基为 NB+ 2 mg /L ABA+ 3 mg /L 6-BA
+ 1 mg /L N AA+ 250 mg /L Cb+ 25 mg /L Hyg;分
化培养基为 NB+ 3 mg /L 6-BA+ 1 mg /L N AA+ 13
g /L So rbitol+ 250 mg /L Cb+ 25 mg /L Hyg。
1. 3　方　法
1. 3. 1　水稻幼胚的组织培养　取水稻`日本晴’幼
胚 , 10%的次氯酸钠表面消毒 45 min,无菌水清洗 4
～ 5次 ,每次 2～ 3 min;用解剖针剥出幼胚盾片 ,接
种诱导培养基中 ,长出愈伤组织后掐芽转移至继代
培养基中 , 25～ 26℃暗培养 ,每 2周继代 1次。
1. 3. 2　愈伤组织的浸染和遗传转化　挑取农杆菌
单菌落接种到 LB液体培养基中 , 28℃培养至 OD600
为 0. 8～ 1. 0,转入新鲜的 LB中培养 ,分别取不同浓
度的菌液 ( OD600为 0. 3～ 0. 7) ,将愈伤组织块浸泡在
其中 (加入乙酰丁香酮 AS至终浓度为 100μmol /
L) ,对比不同浸泡时间 ,优化条件。移出愈伤组织 ,
无菌滤纸吸干 ,共培养 2～ 4 d后转移至筛选培养基





, 37℃放置过夜 ,用无水乙醇脱色 ,呈蓝色的为
GUS阳性。
1. 3. 4　 PCR检测　提取转基因植株和未转化植株
叶片 DNA[6 ] ,根据融合基因序列设计引物 ,进行
PCR扩增。 5′端引物: 5′-AGC GGA TCC CTA
GAA TGG CTC T TT CAA GCT CTG CT-3′, 3′端
引物: 5′-GGC GAA T TC ATT AAT CAC TAA
TCG G TG AA-3′。 PCR反应条件为: 94℃预变性 10
min, 94℃变性 45 s, 60℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min
30 s, 35个循环 , 72℃延伸 10 min。
1. 3. 5　 Southern杂交　用地高辛标记的 mangrin
基因作为探针 ,依照 Bio-Rad公司的 Dig High Prime
DN A Labeling and Dection Star ter KitⅠ试剂盒操
作 ,标记转基因植株和未转化植物 ,以 pmang rin-
1301质粒为阳性对照。
1. 3. 6　耐盐性检测　将 12株转基因植物和 20株对
照植株 ,分别于含 0、 100、 150及 200 mmo l /L NaCl






　　幼胚在诱导培养基上诱导 1周后 ,长出 1 cm芽 ,
芽的基部出现颗粒状的愈伤组织 ,掐芽后移至继代
培养基 ; 2周后 ,愈伤组织长至直径 0. 5～ 1. 0 cm ,呈




转化与共培养的 GUS检测结果表明 (表 1) ,农
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杆菌浓度在 OD600为 0. 5时 ,浸染时间为 30 min,共培
养时间为 3 d时转化率最为理想。潮霉素 ( Hyg为
100 mg /L)抗性筛选后的愈伤在预分化培养基
( Hyg为 25 mg /L )中长到直径为 5 mm时 ,移至分化




中 (图 4 )。转基因植株叶片组织化学染色后 ,可见蓝
色 ,说明 GUS在植株中稳定表达 (图 5)。
图 2　筛选中的愈伤
1.未转化愈伤 ; 2.潮霉素抗性筛选的愈伤
Fig. 2　 Calli on the medium containing anribio tic
1. Th e non-t ransformed callus; 2. The cal lus
selected acco rding to Hyg resis tance
图 3　转基因植株




图 4　 GU S基因在转化中瞬时表达
Fig . 4　 The t ransient expr ession of
GUS gene in the tr ansfo rmants
图 5　GUS基因在抗性苗中稳定表达
Fig . 5　 The stable expr ession of GUS gene
in the r esistant seedlings
表 1　不同转化条件下的GUS检测结果
Table 1　GUS gene tr ansient expr essions detected under differ ent transfo rma tion condition
浸染时间
Infection
tim e( min )
OD600 0. 3 OD600 0. 5 OD600 0. 7
共培养天数 Co-cul ture time wi th Agrobacterium ( d)
2 3 4 2 3 4 2 3 4
10 - - - - - - - - -
20 - - - + + + + + +
30 - + + + + + + + + + + + + + + + +
40 - + + + + + + + + + + + +
50 - - + - + + - + +
　　注: - .转化率 < 30% ;+ .转化率 > 40% ;+ + .转化率 > 60% ;+ + + .转化率> 80%。
Note: - means that rate of transformation ( RT) surpass ed 30% ;+ means that RT surpassed 40% ;+ + m eans th at RT su rpas sed 60% ;




pmangin-1301为阳性对照 , PCR扩增表明 (图 6) ,有
60%以上再生植株为阳性 ,与阳性对照 (大小约 770
bp)条带一致。 而未转化植株没有相应条带 (图 6)。
说明 mangrin基因已经整合进水稻的基因组。
图 6　转基因植株的 PCR鉴定
1～ 6.转基因植株 ; 7～ 8.未转化植株 ;
9. pmangrim-1301质粒 ; 10.阴性对照 ; M . DL2000
Fig. 6　 Identifica tion o f transgenic
rice plantlets by PCR
1～ 6. Transgenic rice plan tlet s; 7～ 8. Th e non-
t rans fo rmed plant lets; 9. Positiv e con trol;
10. Negative cont rol; M . DL2000
2. 5　 Southern blot分析结果
Southern blo t分析结果 ,第 1泳道为阳性对照
(质粒 pmangin-1301大小约为 770 bp) ,第 2、 3泳道
为未转化植株无杂交斑 ,第 4～ 10泳道为 PCR抗性
植株 ,有 70%左右有杂交斑 (图 7)。说明mangrin基
因已经整合进水稻的基因组。
图 7　转基因植株的 Southern blo t分析
1. pmangrn-1301质粒 ; CK.阴性对照 ;
2～ 3.未转化植株 ; 4～ 10.转基因植株
Fig. 7　 Analy sis of transgenic rice
plantlets by Southern bloting
1. Posi tive cont rol; CK. Negat ive con trol; 2～ 3. The n on-
t ran sformed plant let s; 4～ 10. Transgenic rice plan tlet s
2. 6　转基因植株耐盐性鉴定
在 100 mmol /L NaCl水溶液中 , 12株转基因抗
性植株生长很好 ,成活率为 100% ,叶鲜绿 ,株高增长
30% ～ 50% ,与在无盐溶液中生长的对照植株生长
情况类似 ;而对照植株在 100mmol /L NaCl溶液 ,虽
然成活率为 90% ,但叶黄绿 ,株高增长 10%～ 20% ,
生长受抑制。在 150 mmol /L NaCl中 , 12株转基因
植株生长良好 ,成活率为 100% ,叶绿色 ,株高增长
30% ～ 50% ;而在 150 mmol /L NaCl中 ,对照植株成
活率为 15% ,叶黄色 ,株高增长 5%左右 ,生长明显受
抑制。在 200 mmol /L NaCl中 , 12株转基因植株成
活 10株 ,成活率 83. 3% ,叶黄绿色 ,株高增长 20% ～
40% ;而对照植株全部由黄到枯萎、死亡 (表 2)。
表 2　转基因水稻及对照植株在不同盐溶液中生长 20 d情况统计
Table 2　 Th e char acter s o f the transgenic rice plantlets and contro l rice plantlets g rowing in salt solution fo r 20 days
植株
Plantlet




























































在农杆菌介导的水稻遗传转化中 , OD600值为 0. 6～
1. 5效果较好 ,在本实验中发现随 OD600值增大 ,瞬
时 GUS检测效果不太明显 ,而且当 OD600值为 0. 7
时 ,农杆菌已很难抑制。 同时浸染的时间不宜过长 ,
否则愈伤会受到伤害 ,不利于后期分化。
( 2)红树林耐盐相关基因 mangrin作为丙二烯







化酶 AO C是茉莉酸代谢途径的关键酶 ,在抗逆信号
传导中起着重要的作用。
( 3)关于红树林植物耐盐相关基因克隆方面 ,
研究和报道相对较少 , Koichi ( 2000)
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